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O objetivo central deste trabalho foi estudar a variabilidade genética inter e intra-
específica de L. chagasi/L. infantum de amostras de cães e humanos por meio de 
técnicas moleculares. Foram analisados 27 cães e 11 proprietários provenientes de sete 
Estados do Brasil, tendo sido obtidos 20 isolados do parasito em cães e uma em 
humano.  Os isolados foram submetidos à identificação por PCR com o iniciador 
RV1/RV2 que permitiu amplificar fragmento gênico idêntico à cepa referência de L. 
infantum. Através da técnica de RAPD foi observada variabilidade genética intra-
específica das amostras provenientes do Brasil e do Velho Mundo. Quando submetidos 
à endonuclease de restrição Rsal, os isolados mostraram-se monomórficos e similares a 
cepa referência do Velho Mundo. O sequenciamento da região K26 apresentou 
variabilidade genética entre as amostras. Na análise filogenética, alguns isolados se 
agruparam com cepas de L. infantum do Velho Mundo, enquanto outros se agruparam 
em clados independentes. O que corrobora a hipótese que L.infantum e L.chagasi 
poderiam ser simpátricas nas Américas. Aspectos epidemiológicos da leishmaniose 





















The main objective was to study the genetic variability within and between specific L. 
chagasi / L. infantum samples of dogs and humans using molecular techniques. We 
analyzed 27 dogs and 11 owners from seven states in Brazil, having been obtained 20 
isolates of the parasite in dogs and in humans. The isolates were submitted to 
identification by PCR with the primer that allowed RV1/RV2 amplify gene fragment 
identical to the reference strain of L. infantum. By RAPD was observed intra-specific 
genetic variability of samples from Brazil and the Old World. When subjected to 
restriction endonuclease Rsal, the isolates were monomorphic and similar to reference 
strain of the Old World. The sequencing of the K26 region showed genetic variability 
between samples. Phylogenetic analysis, some isolates clustered with strains of L. 
infantum in the Old World, while others were grouped into clades independent. What 
supports the hypothesis that L.infantum L.chagasi and could be sympatric in the 
Americas. Epidemiological aspects of visceral leishmaniasis, Phenetic and phylogenetic 
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A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada por protozoários do 
complexo L. donovani e L.infantum. No ciclo evolutivo, o parasito é digênico tendo 
como hospedeiros vertebrados cães e o homem e, como hospedeiro invertebrado insetos 
pertencente ao gênero Lutzomyia nas Américas e Phebotomus no Velho Mundo. Nos 
hospedeiros vertebrados parasitam as células do sistema fagocitário mononuclear de 
órgãos profundos e nos insetos vetores localizam-se no intestino (COURA, 2005).  
A doença tem distribuição geográfica Mundial e está presente em 47 países com 
uma incidência anual estimada em 500.000 casos. Noventa por cento deles ocorrem na 
Índia, Brasil e Sudão (DESJEUX, 1996). No sudoeste da Europa, no norte e leste da 
África, a leishmaniose visceral é causada por L.infantum. Na Etiópia, Sudão e Índia é 
causada principalmente pela L.donovani, sendo que no Sudão alguns casos também são 
causados por L.infantum (HARALAMBOUS et al., 2008).  
Nas Américas há registro da doença e do parasito tanto na América do Sul como 
na América central (LAINSON e SHAW, 1987, DEDET, 2009).   
No Brasil a LV está presente em quase todas as regiões indo do norte e nordeste 
até as regiões centro-oeste e sudeste. As alterações climáticas, a migração humana e as 
alterações ambientais fizeram grandes mudanças no perfil de distribuição, com 
adaptações a áreas peri urbanas e urbanas  (BRASIL, 2006). Atualmente, a LV é 
considerada endêmica em 21 estados do país com notificações de 3.187 casos por ano 
nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste do país (Dantas Torres et al., 2006; 
MADEIRA, 2009).  
Na América do Sul a etiologia da doença é atribuída a Leishmania chagasi (Cunha 
& Chagas, 1937). Segundo Lainson e Shaw (1979) existem várias hipóteses 
relacionadas com a origem de L.chagasi, e, propõem que a LV na América pudesse ser 
causada por ambos parasitas L.chagasi e L.infantum. Devido a grande semelhança 
observada entre os agentes causadores de LV no Velho e Novo Mundo, Killick-
Kendrick et al. (1980) propõem a hipótese que L.chagasi teria uma origem afro-
europeana recente e que o parasita poderia ter sido trazido por cães infectados que 
acompanhavam os conquistadores portugueses e espanhóis.  Com base no perfil 
isoenzimático de cepas do parasito isoladas no Novo e Velho Mundo Moreno et al. 
(1986), demonstram que o parasito é semelhante à L. infantum. 
LAINSON et al., 1987; LAINSON, 1989 contestam e argumentam que L.chagasi 




encontrados infectados e foram observadas diferenças nos perfis de restrição de kDNA e 
nas proteínas de superfície de suas promastigotas.   
Em sua proposta de uma nova classificação para o gênero Leishmania Rioux et al. 
(1990) sugerem que L.chagasi  passe a ser sinonímia de L.infantum por respeito às 
regras de nomenclatura. Thomaz-Soccol et al. (1993) em sua classificação geral para 
Leishmania do Novo Mundo propuseram a manutenção de sinonímia. 
Estudos mais recentes recomendam a revisão da taxonomia de L.chagasi. Vários 
autores propõem que L.chagasi seja vista como sinônimo de L.infantum (MAURICIO et 
al., 2000; DANTAS-TORRES, 2006), ou que L.chagasi seja considerada como 
subespécie de L.infantum (SHAW, 2006). Atualmente métodos moleculares, tais como 
RAPD, PCR, RFLP e sequenciamento, têm demonstrado distinção genética entre as 
espécies de L.infantum e L.chagasi (SHAW, 2006; DANTAS-TORRES, 2006; 
SCHALLING e OSKAM, 2002). 
 Estudos sobre o polimorfismo genético conduz para uma melhor compreensão da 
estrutura populacional do parasita (GUPTA e ANDERSON, 1999).  
A técnica de RAPD é uma técnica que utiliza sequência arbitrária com um único 
iniciador, para amplificar fragmentos de DNA (WILLIAMS et al., 1990). As 
informações fornecidas pelos padrões de bandas geradas pela técnica são de grande 
utilidade em mapeamento genético (LIMA et al., 1998), podendo ser útil para estudos 
de população de uma determinada espécie de parasito em diferentes localidades e 
estudos epidemiológicos (GOMES et al., 1995).  
A PCR revolucionou o mundo científico com suas inúmeras aplicações, indo do 
diagnóstico médico ao mapeamento genético e muito utilizado para estudo de genética 
de populações (ANTHONY et al., 1999). Com relação aos estudos de leishmaniose a 
maior parte destes ensaios tem como alvo o DNA do cinetoplasto ou região não 
codificadoras, tais como, regiões intergênicas, sequência de genes repetidas e 
sequências de microssatélites.  
A tipagem molecular do gene K26 que codifica uma sequência alvo K26, região 
altamente especifica para L.infantum (BHATIA et al., 1999) foi escolhida pelo seu 
poder discriminatório para Leishmania do complexo donovani  (HARALAMBOUS et 
al., 2008). 
A técnica de PCR-RFLP baseia-se na amplificação pela PCR de uma região de 
escolha do genoma e a subsequente digestão desse fragmento com enzimas de restrição, 




específicos. Haralambous et al. (2008) relacionaram o polimorfismo genético com 
origem geográfica de isolados provenientes de pacientes com LV provenientes da Índia, 
Ásia, África e Europa 
A técnica de sequenciamento tem sido amplamente explorada em busca de 
maiores informações sobre a sequência de DNA de Leishmania a fim de aperfeiçoar o 
diagnóstico e a identificação das espécies (SCHALLING e OSKAM, 2002). Em 2005, o 
genoma da Leishmania major foi completamente sequenciado e toda sequência, assim 
como as proteínas preditas estão disponíveis ao acesso público (IVENS et al., 2005). O 
projeto genoma de Leishmania veio acumulando informações acerca da estrutura e 
organização genômica deste parasito, agora L.infantum e L.braziliensis (PEACOCK et 
al., 2007) já possuem seu genoma armazenados em bancos on-line.  
Apesar do Estado do Paraná não ser área endêmica para LV o encontro de animais 
e humanos infectados, o isolamento de cepas do parasito provenientes de diferentes 
áreas endemicas do Brasil conduz para o conhecimento sobre a varialibidade intra-
específica do parasito e auxiliar no esclarecimento sobre a posição taxonômica de 
L.chagasi e L.infantum. Para tanto, foi utilizado ferramentas moleculares (RAPD, PCR, 
RFLP e sequenciamento) na pesquisa de polimorfismo genético inter e intraespecífico 
de isolados do parasito. 
 
1.2. AMPLIFICAÇÃO ALEATÓRIA DE DNA POLIMÓRFICO 
– RAPD 
 
Trabalhos têm mostrado que a técnica de RAPD é uma importante ferramenta 
para estudos filogenético e taxonômicos para Leishmania, detectando polimorfismos 
genéticos intra-específicos (PEREIRA et al., 2008; THOMAZ-SOCCOL et al., 2009).  
O RAPD amplificação aleatória do DNA utiliza oligonucleotideos aleatórios para 
reconhecer sítios específicos, porém desconhecidos do genoma, que na maioria são  
polimórficos. A quantidade de fragmentos a serem produzidos para uma análise é 
virtualmente ilimitada, dependendo apenas do número de iniciadores utilizados, um 
perfil de bandas será formado pelo conjunto de produtos de amplificação (WILLIAMS 
et al., 1990). 
O RAPD é uma ferramenta que pode ser utilizada para estudar qualquer 




estrutura de populações. Por utilizar iniciadores de sequência arbitrária, a técnica de 
RAPD permite a realização de análises genéticas diretamente ao nível de DNA sem a 
necessidade de nenhum conhecimento prévio sobre a genética da espécie a ser estudada. 
Técnicas de análise de DNA que demandam o uso de iniciadores específicos para a 
amplificação de determinadas sequências dificilmente poderiam ser usadas para o 
estudo de um grande número de espécies sobre as quais praticamente não há nenhum 
tipo de informação sobre características genéticas, demográficas ou ecológicas 
(NASON et al., 1997). 
A técnica de RAPD também tem sido usada para o estabelecimento de relações 
filogenéticas e diferenciação de espécies próximas, bem como para a detecção de 
híbridos. Por produzir um grande número de marcadores, a técnica de RAPD permite 
encontrar alguns gêneros, espécies, subespécies ou raças, tornando a técnica interessante 
para o estabelecimento de relações taxonômicas (LACERDA et al., 2002). 
 Segundo Noyes et al. (1996) a técnica de RAPD é utilizada para identificação de 
polimorfismo genético inter e intra-especifico em parasitos do gênero Leishmania com 
ótimos resultados. Motazedian et al. (1996) conseguiram distinguir as principais 
espécies de Leishmania do Velho Mundo (L.tropica, L.major e L.infantum) utilizando a 
técnica de RAPD. 
 
1.3. POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE 
RESTRIÇÃO – RFLP 
 
 Há 25 anos os marcadores de Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de 
Restrição (RFLP) foram estudados pela primeira vez em um experimento destinado à 
detecção de mutações em DNA de vírus (GRODZICKER et al., 1974). Em pouco tempo 
este marcador tornou-se uma ferramenta importante em várias áreas de biologia e tem 
sido utilizado para aprofundar o conhecimento de diferentes temas biológicos 
(BOTSTEIN et al., 1980). 
 A técnica de PCR-RFLP é baseada na amplificação pela PCR de um sítio 
específico do DNA e a subsequente digestão desse fragmento com diversas enzimas de 
restrição. Chicharro et al. (2002) utilizaram esta técnica para estudos de variabilidade 
em Leishmania Haralambous et al. (2008) conseguiram relacionar polimorfismo 




da Índia, Ásia, África e Europa. Em estudos de epidemiologia molecular de L.infantum 
utilizando a técnica de PCR-RFLP, Morales et al. (2001, 2002) distinguiram cepas 
procedentes do ciclo artificialmente antroponótico, no qual a inoculação do parasito é 
mecânica por meio de seringas entre os usuários de drogas e o ciclo zoonótico em que 
cão e homem  estão envolvidos. Mauricio et al. (2001) quando compararam L.infantum 
e L.chagasi utilizando a região ITS26 com a técnica de PCR-RFLP e RAPD, com cepa 
MHOM/PA/78/WR 285 proveniente do Panamá, MCAN/BR/89/DOG 124 de cão e a 
MHOM/BR/74/PP 75 de humano, não detectaram diferenças entre as espécies . 
 
1.4. REAÇÃO EM CADEIA PELA POLIMERASE  
 
Em 1983, uma nova técnica foi desenvolvida por Kary Mulli, da Cetus 
Corpotation, que se tornou amplamente utilizada para amplificar fragmentos específicos 
de DNA sem a necessidade de células bacterianas. Esta técnica ficou conhecida como 
reação em cadeia da polimerase PCR. 
Com a possibilidade de realizar as reações automaticamente, diversas técnicas 
baseadas na PCR foram descritas por vários autores, essas técnicas tem possibilitado o 
estudo da diversidade genética dentro de populações e o melhor entendimento das 
relações filogenéticas das espécies (SAIKI et al., 1985; GOMES et al., 1995; TOLEDO et 
al., 2002). 
Em estudo de sensibilidade dos diferentes métodos de PCR para o diagnóstico da 
LV, Lachaud e colaboradores (2002) testaram a eficiência do iniciador Rv1 e Rv2 
provenientes do minicírculo do kDNA, este apresentou uma eficácia de 100%  na 
detecção de Leishmania donovani sensu lato, para cães sintomáticos e assintomáticos 
soro positivo, sendo excelente para diagnóstico de LV. 
O antígeno K26 de L.infantum é homólogo a proteína hidrofílica de superfície de 
L. major, com uma região altamente variada de 14-aminoácidos. Análises mostraram 
que o gene K26 é conservado e específico do complexo L.donovani sendo muito usado 
como marcador de diagnóstico para leishmaniose visceral (BHATIA et al., 1999).  
 A região K26 de L.infantum (Fig. 5) é 64% idêntica a da L.major, na qual  
apresenta um grande polimorfismo. A partir desses conhecimentos é que Haralambus et 
al. (2008) desenvolveram um método de tipagem molecular, com grande poder 
discriminatório entre Leishmania e excelente para estudos de diversidade genética de 







Figura 5 -  Sequência do gene K26 de L. infantum MON-1 MCAN/ES/98/LLM-877. As 
setas indicam a posição Forward e Reverse utilizadas para produção dos primer, a região 




1.5. GENOMA E SEQUENCIAMENTO 
 
Leishmania possui dois genomas, representado pelo DNA nuclear e pelo kDNA, 
este conhecido como cinetoplasto, sendo incomum porque possui uma rede compacta de 
maxicírculos e milhares de minicírculos que juntos formam uma rede compacta de 
DNA, que corresponde entre 15% e 35% do DNA total da célula (BARKER, 1981; 
SIMPSON 1987). 
Leishmania major foi a primeira espécie escolhida para sequenciamento do 
genoma e está sendo sequenciado pelo Sanger Center, Cambridge 
(www.sanger.ar.uk/projects/L.maj) 
 Juntos com estas sequências encontram-se também a sequência de outras espécies 
de Leishmania  que vem sendo depositadas em bancos de dados como o National Center 




Estudos recentes revelam que L.major e L.infantum apresentam um cariótipo de 
36 cromossomos enquanto que L.braziliensis possui 35 cromossomos (PEACOCK et 
al., 2007). As estruturas dos cromossomos de Leishmania são comparados as de outros 
protozoários, com uma região central de sequências conservadas com baixo número de 
cópias ou de cópia única (WINCKER et al., 1996). 
 Tibayrenc e Ayala (1999) em trabalho sobre evolução genética do parasito 
sugerem que a recombinação genética entre Leishmanias seria possível porém rara em 
condições naturais. Existem poucos relatos sobre o isolamento de cepas que foram 
caracterizadas como híbridos entre diferentes espécies de Leishmania. Estes híbridos 
ocorrem essencialmente entre espécies próximas, como L.braziliensis e L.panamensis 




































2.1.  SISTEMÁTICA 
 
As leishmanioses são infecções parasitárias causadas por diferentes espécies de 
protozoários, pertencentes ao gênero Leishmania Ross, 1903. Segundo proposta de 
Levine et al. (1980) este protozoário ocupa a seguinte posição sistemática: 
Reino Protista (HAECKEl, 1866) 
Sub-Reino Protozoa (GOLDFUSS, 1817) 
Filo Sarcomastigophora (HONIGBERG & BALAMUTH, 1963) 
Sub-Filo Mastigophora (DEISING, 1866) 
Classe Zoomastigophorea (CALKINS, 1909) 
Ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963) 
Sub-ordem Trypanosomatina (KENT, 1880) 
Família Trypanosomatidae (DOFLEIN, 1901) 
Gênero Leishmania Ross, (1903) 
Sub Gêneros 
 Leishmania Saf‟Janova, (1982) 
 Viannia Lainson e Shaw, (1987) 
 A nível infra-genérico Thomaz - Soccol et al. (1993 a e b) propuseram a divisão 
dos subgêneros em complexos filogenéticos (fig.1) 
 
 
Figura 1-  Cladograma mostrando a relação dos 15 complexos filogenéticos do gênero 
Leishmania, construído com base em 80 zimodemas e 13 diferentes isoenzimas, 






2.2 CICLO DE VIDA DO PARASITO 
 
Os protozoários do gênero Leishmania possuem ciclo de vida digênico 
(heteroxênico), alternando entre hospedeiro vertebrado e insetos vetores. Além do 
homem, outros mamíferos são hospedeiros vertebrados tais como cães e alguns animais 
silvestres (LAINSON e SHAW, 1988).  
O protozoário apresenta comportamento dimórfico, ou seja, a fase do ciclo de vida 
do parasita define sua forma estrutural.  
A forma móvel, extracelular, flagelada, encontrada no trato intestinal do vetor é 
denominada promastigota (22-25µm) e a forma intracelular imóvel, é arredondada ou 
ovalada (4-6 µm) denominada amastigota, parasitam o sistema fagocítico mononuclear 
do hospedeiro vertebrado (COURA, 2005).  
O desenvolvimento do protozoário no trato digestivo dos flebotomíneos é 
complexo e passa por diversas mudanças morfológicas e fisiológicas, diferenciando-se 
em forma infectante para o hospedeiro mamífero (promastigota) (KILLICK-
KENDRICK, 1979). Após a picada na pele as formas promastigotas são rapidamente 
fagocitadas por células de defesa, especialmente os macrófagos, e dentro de um vacúolo 
(fagossomo) se transforma em amastigotas. Essa forma intracelular se divide por divisão 
binária e infectam outros macrófagos. No caso das espécies viscerotrópicas ocorre então 
disseminação hematogênica do parasita que tem predileção pelas vísceras, como baço e 
fígado. O vetor, ao picar o hospedeiro vertebrado infectado ingere sangue com 
macrófagos contendo formas amastigotas e no trato digestivo as formas amastigotas se 
transformam em promastigotas completando assim o ciclo (Fig. 2) (COURA, 2005).      
Somente as fêmeas do vetor são hematófagas (Fig. 3), estas se infectam no 
momento do repasto sanguíneo realizado em reservatórios, que podem ser o cão 
domiciliar, a raposa ou outro hospedeiro silvestre. O homem se infecta ao ser envolvido 
no ciclo do parasito (OLIVEIRA, 1997). Os vetores pertencem aos gêneros 
Phlebotomus e Lutzomyia no Velho e no Novo Mundo, respectivamente. No Velho 
Mundo várias espécies de vetor estão envolvidas na transmissão. Já no Novo Mundo 
apenas Lu. longipalpis é capaz de transmitir o protozoário (DEANE & DEANE, 1955). 
Todavia, mais recentemente trabalhos relatam Lu. cruzi  como vetor no Estado do Mato 





             
 
Fig 2:  Ciclo de vida de Leishmania chagasi. 1: entrada do promastigota no hospedeiro vertebrado; 
2: fagocitose do parasita pelo macrófago; 3: transformação de promastigota em amastigota; 4: 
multiplicação dos amastigotas no interior do macrófago; 5: lise da célula fagocitária com liberação dos 
amastigotas; 6: infecção de novas células; 7: perpetuação do ciclo no interior do hospedeiro vertebrado; 8: 
amastigotas são ingeridas pelo hospedeiro invertebrado (Lutzomyia longipalpis); 9: transformação de 
amastigotas em promastigotas; 10: maturação dos promastigotas no intestino do vetor; 11: promastigotas 
metacíclicas (infectantes).  
Fonte – J. R. Coura, Dinâmica das Doenças infecciosas e Parasitarias (2005) 
 
 
Fig.3. Fêmea do Lutzomyia longipalpis após  repasto sanguíneo Fonte -
http://www.niaid.nih.gov/newsroom/focuson 
 
As principais formas clinicas das leishmanioses são:  leishmaniose visceral (LV), 
leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose mucocutânea (LMC) e leishmaniose cutânea 
difusa (LCD) (COURA, 2005). Como o objetivo deste trabalho é a forma visceral, 
maior destaque será dado para ela. Para dar conhecimento das demais espécies e formas 
clínicas no quadro 1, estão apresentado as espécies, formas clínicas e distribuição 











Sub Gênero Viannia 
 
  
L. (Viannia) braziliensis Cutâneas e mucosas América Central e do Sul até o 
norte da Argentina 
L (V.) peruviana Predominantemente cutâneas Altos vales andinos e encosta 
ocidental dos Andes 
L.(V.) guyanensis Predominantemente cutâneas Noroeste e Norte da América do 
Sul até o rio Amazonas 
L. (V.) panamensis Predominantemente cutâneas América Central e costa 
pacífica da América do Sul 
L. (V.) shawi Casos raros com lesões 
cutâneas 
Região Amazônica 
L. (V.) lainsoni Casos raros com lesões 
cutâneas 
Norte do Estado do Pará 
L. (V.) naiffi Casos raros com lesões 
cutâneas 
Região Amazônica 
L. (V.) colombiensis Cutâneas e mucosas Colômbia Panamá e 
Venezuela 
Sub Gênero Leishmania 
 
  
L. (Leishmania) mexicana Cutâneas eventualmente 
cutâneas difusas 
México e América Central 
L. (L.) amazonensis Cutâneas eventualmente 
cutâneas difusas 
América Central e norte 
nordeste, centro oeste sudeste e 
sul do Brasil. 
L. (L.) pifanoi Cutâneas eventualmente 
cutâneas difusas 
Venezuela 
L. (L.) venezuelensis Cutâneas Venezuela 
L. (L.) garnhami Predominantemente cutâneas Andes Venezuelanos 
L. (L.) infantum = L.(L.) 
chagasi 
Lesões viscerais (calazar) Sul do México ao Norte da 
Argentina, com predominância 
no Nordeste Brasileiro. 
L. (L.) infantum 
(dermotrópica) 
Cutâneas  Sul da Europa 
L. (L.) major Cutâneas Ásia Central, Índia, Paquistão, 
Sul da Rússia, Oriente Médio, 
Norte da África. 
L.(L.) tropica Cutâneas  Bacia do Mediterrâneo, Sul da 
Europa, Norte da África, Oeste 
Asiático. 
L.(L.) aethiopica Cutânea, Cutânea difusa e 
Mucosa 
Quênia, Etiópia, Namíbia. 
L. (L.) donovani LV- Calazar Indiano, dérmica 
pós-calazar 
Ásia,(principalmente Índia, 
Paquistão e Bangladesh) 
Quadro 1. Patologia e distribuição geográfica das leishmanioses que acomete o 
homem. Adaptado de (DESJEUX, 1992; KILLICK-KENDRICK & RIOUX, 2002; SHAW, 





2.3.  LEISHMANIOSE VISCERAL NO MUNDO, NAS 
AMÉRICAS E NO BRASIL. 
 
As leishmanioses são consideradas doenças negligenciadas e permanecem como 
um grave problema de Saúde Pública para o qual a Organização Mundial de Saúde 
(OMS) tem dirigido especial atenção. Este grupo de doenças é importante em termos de 
morbidade e, em alguns casos graves, de mortalidade (DEDET, 2009). 
Encontrada essencialmente em países tropicais e sub-tropicais, existe uma grande 
preocupação quanto ao número de casos de LV, pois chegam a 500.000 casos/ano, com 
prevalência de 12 milhões em todo o mundo. Segundo a OMS é bastante difícil ter 
estimativas da incidência e prevalência corretas em todo o Mundo, uma vez que os 
casos reportados são geralmente inferiores aos que realmente ocorrem. Dos 88 países 
acometido pela doença, 13 são considerados sub desenvolvidos, principalmente de áreas 
rurais pobres e   72 são países desenvolvidos (DESJEUX, 2004; OMS, 2008). (Fig.4a) 
 
 
Fig. 4a- Distribuição geográfica da leishmaniose visceral. Fonte- Organização 
Mundial de Saúde (2008) 
A epidemiologia das leishmanioses é complexa, pois existem cerca de 30 grupos 
taxonômicos de Leishmania, sendo que 19 infectam o homem podendo causar doenças. 
A quantidade de vetores é igualmente abrangente chegando a 80 espécies e subespécies 






Na África oriental e Índia a LV é causada por L.donovani, já na Etiópia e Sudão o 
agente etiológico é L.archibaldi (PRATLONG et al., 2001). No sudoeste da Europa e 
Bacia Mediterrânica a LV tem como agente etiológico L.infantum e, no Novo Mundo, 
L. chagasi  (DESJEUX, 2004).  
Dos países da América Latina, a doença já foi descrita em 12 países sendo que 
90% dos casos ocorrem no Brasil, (COURA, 2005, MADEIRA 2009). 
No Brasil, a LV apresenta aspectos geográficos, climáticos e sociais diferenciados 
em função da sua ampla distribuição geográfica, dos 27 estados 21 tem registros de 
casos com aproximadamente 1.600 municípios apresentando transmissão 
autóctone,sendo a região Nordeste a com maior prevalência. Os dados epidemiológicos 
dos últimos dez anos revelam a peri urbanização e urbanização da leishmaniose 
visceral, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte 
(MG), Araçatuba (SP), Santarém (PA), Corumbá (MS), e mais recentemente os 




Fig.4b Distribuição de casos autóctones de Leishmaniose Visceral no Brasil. Fonte: 





2.4. MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO DE Leishmania 
Como o parasito é estruturalmente similar tanto nas formas amastigostas quanto 
promastigotas é impossível a identificação por técnicas microscópicas, sendo utilizado 
caracteres extrínsicos para nominar espécie ou para a classificação das mesmas dentro 
do gênero. Somente a partir dos anos 80 com a utilização de isoenzimas e depois com as 




Graças a esta metodologia foi possível organizar a classificação para o gênero 
(THOMAZ-SOCCOL, 1993 a e b) e tem a vantagem de permitir identificar as espécies 
do parasito. Ela é considerada técnica padrão ouro para a identificação das espécies 
segundo a OMS (WHO, 1990, DEDET, 2009). Todavia, necessita-se primeiro isolar o 
parasito para sua posterior identificação, o que leva tempo e pode haver contaminações 
e perdas.  
Assim, nos anos 90 com o desenvolvimento das técnicas moleculares outras 


































3. OBJETIVO GERAL 
Estudar, por  técnicas moleculares, a variabilidade genética inter e intra-específica 
de L. chagasi e L. infantum isolados de cães e humanos. 
 
 
3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Cultivar 20 cepas de Leishmania procedentes de indivíduos com LV (cães e 
humanos) de diferentes regiões do Brasil.  
 Analisar o polimorfismo de DNA por RAPD em amostras de L. infantum e L. 
chagasi provenientes de diferentes regiões do Brasil.   
 Avaliar o polimorfismo do gene K26 de cepas de Leishmania infantum e 
L.chagasi por RFLP-PCR.  










































4. DIAGNÓSTICO CLÍNICO.  
 
Dezenoves cães provenientes de diferentes localidades do Brasil com suspeita 
clínica de leishmaniose visceral foram avaliados clinicamente adotando-se a 
classificação de Abranches et al. (1991) modificada por Molina et al. (1994). Em 
proprietários de cães com exame parasitológico positivo foi colhido sangue para 
pesquisa do parasito.  
 
4.1 EXAMES COMPLEMENTARES DOS CÃES 
 
Dos cães submetidos ao exame clínico, foram coletados 5mL de sangue, sendo 
2mL colhidos com anticoagulante (EDTA) para realização de hemocultura, (DEREURE 
et al., 1998), hemograma (GARCIA-NAVARRO e PACHALY,1994), os outros 3mL 
foram colhidos sem anticoagulante para pesquisa de anticorpos (reação de 
imunofluorescência indireta – RIFI e reação de enzimaimunoensaio - ELISA). 
Avaliações de função hepática e renal foram feitas pelas dosagens ALT - PP 
(ANALISA) e método cinético UV; FA - ACP - 405 (WEINER LAB.) método cinético 
otimizado - 405 nm; creatinina K (LAB TEST) método cinético otimizado e Uréia CE 
(LAB TEST) método enzimático colorimético. Todos os métodos foram realizados 




A determinação dos títulos dos anticorpos (IgG) contra Leishmania foi realizada 
pelas técnicas de RIFI, empregando-se conjugado anti-IgG de cão (isotiocianato de 
fluoresceína – Sigma) e o ELISA, utilizando-se conjugado anti-IgG de cão (peroxidase 
– Sigma), padronizados conforme Castro, Thomaz-Soccol & Augur (2003). Títulos 
iguais ou superiores a 1:40 foram considerados positivos para a RIFI, e o ponto de corte 
para a reação de ELISA foi considerado de 0,135, valor este que representa a média dos 
valores de absorbância dos animais negativos (nascidos em Curitiba) mais dois desvios- 









Os cães com sintomatologia compatível com leishmaniose visceral provenientes 
de áreas endêmicas do Brasil, foram submetidos a punção aspirativa do linfonodo e/ou 
punção venosa, para o isolamento do parasito. Em humanos a coleta de material foi 
realizada apenas por punção venosa. Antes da coleta, cada paciente foi consultado e 
preencheu o termo de livre consentimento exigido pelo Comitê de Ética e concordou 
com a pesquisa (certificado no. 125). Também preencheram um questionário 
epidemiológico.  
Para isolamento do parasito, o material proveniente de punção venosa foi 
centrifugado (1.500 g por cinco minutos). Em seguida colhida a camada leucocitária 
com auxílio de pipeta Pasteur e inoculado em meio de cultura NNN (Novy, McNeal e 
Nicolle) ou Tobbie e Evans. As culturas foram repicadas a cada sete dias para novos 
tubos até o isolamento da Leishmania. 
Depois de confirmado, por microscopia o isolamento do parasita, a amostra 
recebia uma denominação e era congelada e mantida em nitrogênio líquido para 
posterior identificação e estudo de variabilidade genética. Para obter maior quantidade 
do parasito, para ser usado nas etapas de identificação e estudo de variabilidade genética 
foi feito cultura dos isolados em meio RPMI, suplementado com soro fetal bovino 
(SFB) a 5%. A biomassa de parasitos foi obtida a partir do conteúdo de quatro tubos de 
15mL contendo meio NNN que foram passados para tubos de falcon (15mL) contendo 
5mL de meio RPMI com 5% de soro fetal. Os tubos eram observados semanalmente e 
quando ricos em Leishmania e livres de contaminações eram passados para garrafa de 
cultivo celular contendo 10mL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Após 
sete dias o conteúdo da garrafa era transferido para um tubo Falcon de 15mL com 
solução de NaCl2 a 0,3% e centrifugado durante 10 minutos a 3.500g a 4°C, o 
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi centrifugado com solução de NaCl2 a 
0,3%, por 10 minutos a 3.500g a 4°C. Depois foi retirado o sobrenadante e o precipitado 
foi transferido para um tubo de 2mL previamente pesado e esterilizado. O conteúdo foi 
centrifugado a 9.000g a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e a biomassa 







4.4 CEPAS REFERÊNCIAS DE Leishmania 
 
As amostras referências usadas no presente trabalho como controles positivos para 
as técnicas moleculares, seguiram as recomendações da Organização Mundial da Saúde 
(WHO, 2001), sendo: Leishmania (L.) infantum (MHOM/FR/71/LRM75); Leishmania 
(V.) braziliensis (MHOM/BR/00/LTB300) e Leishmania (L.) amazonensis 
(MHOM/BR/73/M2269). Estas são criopreservadas no Laboratório de Parasitologia 
Molecular (UFPR) tendo sido descongeladas, repicadas semanalmente e cultivadas 
como os isolados para as etapas de extração de DNA As amostras foram doadas pelo 
Laboratório de Ecologia Médica (LEM) de Montpellier, França. A escolha das três 
espécies foi devido ao fato delas apresentarem maior distribuição geográfica no Brasil. 
 
4.5 EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO  
 
As extrações de DNA das amostras foram feitas de acordo com o protocolo 
segundo BANULS (1998), com modificações. 
Num tubo do tipo “eppendorf” de 2mL que continha a biomassa de Leishmania, 
foram adicionados 300μL de tampão de Lise (Tris-HCl 10Mm, EDTA 1.0Mm pH 8,0), 
50 μL de SDS a 1% e 5μL de Proteinase K, homogenizado e incubado em banho-maria 
durante 5 horas a 56°C. Após este período foi feito a inativação da Proteinase por 5 
minutos a 90°C. Em seguida foi adicionado 5μL de RNAse, homogeneizado e incubado  
em banho-maria por 1 hora e trinta minutos à 37°C. 
Para desproteinização das células foi feito a extração com fenol saturado e 
clorofórmio. Foi adicionou 400μL de fenol homogeneizou por um minuto e 
centrifugado a 12.000g por 5 minutos a 20°C. Recuperou-se o sobrenadante em outro 
tubo e adicionado 400μL de uma mistura (25:24:1) de fenol-clorofórmio álcool-
isoamílico. As amostras foram homogeneizadas por 1 minuto e centrifugadas a 12.000g 
por 5 minutos a 20°C. A fase superior foi recuparada, fez-se uma nova extração co 
m fenol-clorofórmio álcool-isoamílico. Após a recuperação da fase superior, foi 
adicionado 400μL de clorofórmio,  homogeneizado por 1 minuto e centrifugado a 
12.000g por 5 minutos a 20°C. O sobrenadante de cada tubo foi transferido para outro 




absoluto a 4ºC. Este material foi centrifugado a 12.000g por 30 minutos a 4°C, o 
sobrenadante foi desprezado e o precipitado recuperado e lavado com 300μL de etanol 
70% e centrifugado a 12.000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e 
os tubos abertos foram colocados em estufa a 37°C  até secarem por completo.  
Após isto o DNA foi ressuspendido em 100μL de TE (Tris-HCl 10Mm, EDTA 
1.0Mm, pH 8,0), e permaneceu a  4°C “overnight”. Posteriormente foi feito uma 
alíquota para as análises e o restante foi mantido a -80°C como solução estoque.  
As quantificações de DNA dos isolados foram feitas pela medida de absorbância 
de 260 nm a 280 nm em espectrofotômetro (Gene Quant®).   
 
 
4.6 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS POR REAÇÃO EM 
CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 
 
Para identificar os isolados por PCR, foram usados os iniciadores RV1 e RV2 
desenhados com base no DNA alvo altamente repetitivo do minicírculo do kDNA de 
Leishmania donovani sensu lato, segundo metodologia descrita por Lachaud et al. 
(2002).  Para reação de 25μL, utilizou-se 2,5μL de tampão 0,5μL de  iniciadores 
RV1/RV2, 1,0μL de dNTP, 1,5μL de MgCl2, 0,3μL de Taq polimerase (Invitrogen, 
Brasil) e 5μL de DNA (40ng/mL). Os ciclos utilizados foram: desnaturação inicial de 
94°C por 4min, 35 ciclos de 94°C por 30s, 59°C por 30s, 72°C por 30s e uma extensão 
final de 10 min a 72°C.  
 
INICIADORES SEQÜENCIA ( 5’ →  3’) ESPÉCIE DE 
LEISHMANIA 
REFERÊNCIA 
      















Lachaud et al.,2002 
 






Para o realização dos estudos com os iniciadores K26 em reação de 25µL, 
utilizou-se 2,5μL de tampão, 1,0μL de iniciadores K26r/K26f, 2,0μL de dNTP, 1,25μL 
de Mgcl2, 0,25 μL de 0,1% Triton x 100, 0,1μL de Taq polimerase (Invitrogen, Brasil) e 
5 μL de DNA. Os ciclos utilizados foram 94°C por 5min, 35 vezes de 95°C por 1 min, 
48°C por 1 min, 72°C por 1 min e 7 min a 72°C. 
As amostras amplificadas para estes iniciadores foram submetidas à eletroforese 
horizontal em gel de agarose 1,6%, em tampão Tris-EDTA-Acetato (TAE) 1X pH 8,0 
(SAMBROOK et al., 1989). Para visualização das bandas, os géis foram corados com 
brometo de etídeo (0,5µL/mL) observados sob a luz ultravioleta e fotografados. 
   
4.7 AMPLIFICAÇÃO ALEATÓRIA DE DNA POLIMÓRFICO 
(RAPD) 
 
O RAPD é uma técnica que apresenta vantagens, pois é simples, rápida e não 
necessita de conhecimento prévio do genoma, e tem sido utilizada para estudo de 
variabilidade genética intra e interespecífica em Leishmania, incluindo aquelas do 
complexo Leishmania donovani (GUERBOURJ et al., 2001; MAURÍCIO et al., 2001).. 
Baseado nesses dados, a técnica foi escolhida para estudar a variabilidade genética das 
amostras, utilizando os iniciadores randômicos (OPA3, OPA9, OPA10) que analisaram 
regiões complementares, aleatoriamente no genoma de Leishmania sp. 
              Os iniciadores utilizados para amplificação ao acaso dos fragmentos de DNA 
estão descritos abaixo. 
 INICIADORES                  SEQUÊNCIA (5´ _ 3´)  REFERÊNCIA 
Iniciador A3   AGTCAGCCAC   BAÑULS et al., 1998 
Iniciador A9   GGGTAACGCC   BAÑULS et al., 1998 
Iniciador A10  GTGATCGCAG              BAÑULS et al., 1998 
 
As reações de amplificação para o RAPD foram feitas em volume de 25 μL 
contendo 10ng de DNA genômico, 10mM Tris-HCl pH 8.3, 50mM KCl, 1,5mM 
MgCl2, 0,2mM de cada dNTP (deoxinucleotídeos trifosfatos), 10 pmol do iniciador e 
2,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). 
Os ciclos de amplificação consistiram de desnaturação inicial de 94°C por 5 min, 




por 2 min, por 45 ciclos. E uma extensão final de 72°C por 7 min. O material 
amplificado foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1,6% e visualizadas por luz 
ultravioleta após coloração com brometo de etídeo 0,5 µg/mL  (SAMBROOK et al., 
1989). 
 
4.8 ANÁLISE FENÉTICA 
 
Para tabulação de dados obtidos pela técnica de RAPD, optou-se pela leitura 
automatizada do padrão de bandas dos géis usando o software Gel-Pro Analyzer (Media 
Cybernetics) ajustados para 95% de sensibilidade. Foram examinadas apenas bandas 
que apresentavam repetibilidade. O padrão de gel foi automaticamente convertido em 
uma matriz binária.  A distância entre as amostras foi avaliada através do coeficiente de 
Jaccard gerado através do software FAMD (MILLER, 1997; SCHLÜTER & HARRIS, 
2006).  
 
4.9 POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE 
RESTRIÇÃO - RFLP-PCR  
 
A análise de polimorfismo a partir de fragmentos de restrição do kDNA é 
considerada um instrumento para estudos epidemiológicos e de a variabilidade genética 
em amostras de Leishmania (BARKER & ARNOT, 1981; PACHECO et al., 1999).  
Para digestão do fragmento de 970 e 1295 pb do kDNA, proveniente da PCR com o 
iniciador K26, foi utilizado a endonuclease de restrição RsaI (Quadro 2). As reações 
foram realizadas em um volume final de 20μL, contendo 2μL do produto da PCR 
descrita no item 4.7, 1μL da enzima (10U) e 4μL do tampão correspondente, incubando-
as por 4 horas  a 37°C , de acordo com o protocolo do laboratório de Parasitologia 
Molecular UFPR. Os produtos digeridos foram submetidos à eletroforese em gel de 





















Das amostras amplificadas para o gene K26 268, 372 e 362, apresentaram 
polimorfismo, exibindo três perfis de bandas com pesos moleculares de 970pb, 1295pb 
e banda dupla de 970/1295pb. 
Inicialmente foi realizada a amplificação do gene pelos iniciadores K26r e K26f 
como descrito previamente. Após amplificação, as reações de sequenciamento foram 
realizadas segundo método padronizado no laboratório de Parasitologia Molecular da 
UFPR. As reações foram processadas em tubos do tipo “eppendorf” de 2,0mL contendo 
1,6 pmol/μ dos primers K26f e K26r 1,0μL do Big Dye Terminator, 1,0μL do tampão 
próprio da reação, 50ng de DNA, água ultrapura suficiente para completar o volume de 
10 μL. As reações foram realizadas com desnaturação inicial a 96°C por 1 minutos, 
seguido de 35 ciclos com desnaturação a 96°C a 10 segundos, anelamento a 50°C por 5 
segundos e extensão a 60°C por 4 minutos. Em seguida o produto da reação de 
sequenciamento foi submetido a precipitação com isopropanol a 70%,  incubado em 
temperatura ambiente por 20minutos e,  centrifugadas a 4.000g  por 25 minutos. Ao 
término da centrifugação o isopropanol foi removido por inversão dos tubos e 
adicionado 400 μL de etanol a 80% e  centrifugado  por 5 minutos a 4.000g. O etanol 
foi cuidadosamente removido com auxílio de uma pipeta e as amostras foram deixadas 
em repouso para secar em estufa a 37°C até que todos os tubos estivessem 
completamente secos. O DNA foi ressuspendido em 10 μL de formamida HI-DI. O 




4.11 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS EM BANCO DE DADOS 
 
As sequências consensos do gene K26 foram geradas a partir do programa 
EMBOSS GUI (http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS) e submetidas ao programa Blast 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmação dos resultados.  
Sequências de L. infantum depositadas no Genbank sob o código 
MHOM/FR/1978 e MHOM/FR/1995 provenientes da França e, MHOM/GR/2001 da 
Grécia, foram utilizadas para análise de distância genética entre as amostras obtidas no 
Brasil.   
Todas as sequências foram manualmente alinhadas no programa CLUSTAL W 
(THOMPSON et al., 1997) e analisadas no programa MEGA “Molecular Evolutionary 






































5. ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE ISOLADOS DE 
Leishmania 
 
Vinte e sete animais apresentaram sinais clínicos compatíveis com leishmaniose 
visceral e os mais frequentes foram: onicogrifose (94,8%), linfadenomegalia (82,8%), 
caquexia (57,57%), alopecia (65,45%), descamação furfurácea (63,36%), úlceras 
(40,2%) e palidez de mucosa oral e conjuntival. Um animal apresentou lesão de mucosa 
nasal. Na classificação de acordo com os sinais clínicos se verificou que 62% dos 
animais eram polissintomáticos, 18% oligossintomáticos e 20% assintomáticos. Vale 
ressaltar que quando um animal apresentou resultado positivo para o cultivo do parasito 
todos os demais cães da mesma residência eram examinados e o material era colhido 
para exame, o que justifica o encontro de 20% de animais positivos e assintomáticos.  
Observou-se que 40% dos animais apresentaram anemia com o número de 
eritrócitos variando de 4,20 a 4,76 milhões por mm
3
. Em 50% dos casos, a anemia era 
normocítica hipocrômica. Leucocitose associada à neutrofilia foi constatada em 52% 
dos casos, linfocitose em 65% e eosinofilia em 15,62%. A concentração de proteína 
plasmática variou de 8,6 a 10,8 g.dL–1. Os níveis de AST e ALT apresentaram-se 
moderadamente alterados com 43,0 ± 17,2 e 25,5 ± 3,2 respectivamente. Uréia ficou 
dentro dos valores de referência em 68% dos casos.  
Noventa e dois por cento dos animais apresentaram sorologia positiva em ambas 
as técnicas usadas. Na RIFI, os títulos variaram de 1:40 a 1:2560. No teste de ELISA, as 
absorbâncias variaram de 0,139 a 1,640. Métodos sorológicos são excelentes para 
triagem em leishmaniose visceral. Todavia, o exame parasitológico é indispensável para 
a confirmação da espécie sob estudo.  
O cultivo de Leishmania foi positivo para 19 cães e 1 humano (Quadro 3) os 
outros cães tiveram diagnóstico confirmado para outras etiologias, como erlichiose, 
demodicose.  
Os isolados obtidos em cultura estavam na forma promastigota e estruturalmente 
são iguais o que não permite identificar a espécie. Assim, para identificação do parasita 
após cultura, e extração de DNA, os mesmos foram submetidos a PCR com os 
iniciadores RV1 e RV2, que permitiu amplificar fragmentos de 145pb em comparação 






Quadro 3 – Dados dos isolados com suas procedências e resultados dos exames 
sorológicos e de PCR  para diagnóstico da leishmaniose visceral. 
 
Código Procedência Exames realizados 
Cepa Local de origem/local de notificação IFI ELISA PCR/ 
RV1/RV2 
189  Cão Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + + L.i 
193 Cão Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + + L.i 
210 Cão Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + + L.i 
211 Cão Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + + L.i 
240 Cão Fortaleza (CE)/ Curitiba + + L.i 
268 Cão Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + + L.i 
269 Cão Belo Horizonte (MG)/ Curitiba + + L.i 
284 Cão Desconhecida /Curitiba + + L.i 
362 Cão Aracaju (SE)/Curitiba + + L.i 
363 Cão Três Corações (MG)/ Curitiba + + L.i 
367 Cão Bauru (SP) + + L.i 
368 Cão Bauru (SP) + + L.i 
369 Cão Bauru (SP) + + L.i 
372 Cão Três Lagoas (MS)/ Curitiba + + L.i 
375  Humano Três Lagoas (MS)/Curitiba + + L.i 
376 Cão Campo Grande (MS)/Curitiba Vacinado + + L.i 
383 Cão Tocantins (TO)/Curitiba + + L.i 
391 Cão Campo Grande (MS)/ Curitiba + + L.i 
392 Cão Campo Grande (MS)/ Curitiba + + L.i 
402 Cão Mato Grosso (MT)/ Curitiba + + L.i 
 
Estes isolados foram usados para identificação e estudo de variabilidade infra 




Figura 6. Eletroforese  mostrando o perfil dos produtos de amplificação do DNA pela técnica 
de PCR dos isolados de Leishmania usando como iniciadores RV1 e RV2. 1: Marcador 
Molecular 100pb; 2. CUR189; 3: CUR193; 4: CUR210; 5: CUR211; 6: CUR240; 7: CUR268; 
















5.1  AMPLIFICAÇÃO ALEATÓRIA DE DNA POLIMÓRFICO 
(RAPD) 
 
Vinte isolados e a cepa referência de L.infantum foram avaliados com três 
iniciadores (A3, A9, A10) amplificaram vários segmentos de DNA. Cada iniciador 
anela em uma sequência alvo de nucleotídeos diferente no DNA, como os 
polimorfismos detectados estão geralmente presentes em diferentes regiões no genoma, 
a utilização de três iniciadores torna-se muito mais abrangente. 
Pela análise dos perfis foi possível identificar diferenças entre os isolados quer 
seja pela presença ou ausência de um ou vários fragmentos amplificados. Algumas 
bandas foram bastantes características enquanto outras apresentavam polimorfismo.  
  A variabilidade genética oscilou em função do iniciador e da procedência da 
amostra. Para o iniciador A3 os isolados de Minas Gerais (CUR268, CUR269, 
CUR363) e, Ceará (CUR240) foram os mais polimórficos. As mesmas não 
apresentaram recorrências com os demais isolados. Entretanto, pode-se observar que as 
amostras de Minas Gerais CUR189, CUR193, CUR210, CUR211 apresentaram menor 
polimorfismo (Figs. 7a e b). 
Para o iniciador A9, dois a quatro marcadores estiveram presentes em todos os 
isolados inclusive na cepa referência de L.infantum. A amostra CUR240 proveniente de 
um cão do Ceará se mostrou mais polimórfico, apresentando apenas um marcador 
comum aos demais isolados para este iniciador, as amostras CUR363, CUR368, 
CUR383 e CUR391 foram semelhantes mesmo não tendo relação com a origem 
geográfica das amostras (Figs. 8a e b).  
Para o iniciador A10, de um a dois marcadores foram recorrente para a cepa 
referência de L.infantum, as amostras CUR189, CUR193, CUR210, CUR268, CUR362 
e CUR376 apresentaram marcadores comuns sendo que as amostras CUR189, CUR193, 
CUR210, CUR268 são proveniente de Minas Gerais, apresentando relação das amostras 
com a origem geográfica, as demais amostras se apresentaram polimórficas entre os 
isolados do Brasil (Figs 9 a e  b).  
Todos os 20 isolados foram amplificados para os três iniciadores A3, A9 e A10 e 
apresentaram um bom padrão de amplificação e uma boa resolução, a variabilidade 




polimórficos apresentadas nos três iniciadores, sendo as figuras 7a, 7b, 8a, 8b, 9a, 9b, 
exemplo da identificação destes iniciadores. 
Todos os iniciadores apresentaram alto polimorfismo, quando aplicados as 




Figura 7a. RAPD dos isolados com o iniciador A3. Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em 






Figura 7b. RAPD dos isolados com o iniciador A3. Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em 
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Figura 8a.  RAPD dos isolados  com o iniciador A9. Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em 





Figura 8b.  RAPD dos isolados com o iniciador A9. Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em 
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Figura 9a.  RAPD dos isolados  com o iniciador A9, Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese em 










Figura 9b.  RAPD dos isolados  com o iniciador A9., Marcador Molecular 1Kb. Eletroforese 
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A análise dos padrões de bandas permitiu a construção do fenograma utilizando o 
índice de Jaccard, árvore não enraizada e filograma usando o índice de Nei-Li.  
Quando usado o índice de Jaccard verificou-se que L.(V.) braziliensis 
(MHOM/BR/00/LTB300) aparece em um ramo distinto enquanto que  Leishmania do 
sub Gênero Leishmania como  L.(L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269)se agrupou 
em outro ramo. A cepa referência de L.(L.) infantum e as amostras de diferentes regiões 
do País se agruparam em outro ramo distinto. Neste fenograma se observa uma clara 
divisão dos isolados por região. Isolados provenientes de animais de Minas Gerais e de 
São Paulo, que fazem parte da região sudeste se agruparam em ramos muito próximos. 
Já os isolados do parasito que vieram da região Centro Oeste, na qual se encontram os 
isolados dos estados de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (o estado do Tocantins antes 
da divisão do estado em 1988 fazia parte da região do Centro Oeste), se agruparam. As 
amostras do Município de Três Lagoas (MS) CUR372 e CUR 375 provenientes de cão e 
humano, respectivamente, se agruparam em um ramo próximo, demonstrando fluxo 
gênico do parasita entre homem e o cão. 
Os resultados obtidos com a árvore não enraizada, pelo coeficiente de Nei e Li‟ e 
coeficiente de Jaccard apresentaram agrupamento de acordo com a origem geográfica, 
exceto as procedentes do Ceará (CUR240), Minas Gerais (CUR363), Tocantins 




















Figura 10  –Fenograma dos isolados e cepas referência de Leishmania gerado pelo programa 
UPGMA com agrupamento pelo coeficiente de Jaccard, a partir de eletroforeses de RAPD 
realizadas com três  iniciadores (A3, A9 e A10). Os isolados estão indicados de acordo com o 
número de entrada no Laboratório de Parasitologia Molecular (LPM) da UFPR. As cepas de 
referência: L.(L.)infantum MHOM/FR/71/LRM75 (L.i);  L.(L.)amazonensis MHOMBR/73/M2269 












Figura 11  –Arvore não enraizada, a partir de eletroforeses de RAPD realizadas com três  
iniciadores (A3, A9 e A10). Os isolados estão indicados de acordo com o número de entrada no 
Laboratório de Parasitologia Molecular (LPM) da UFPR. As cepas de referência: L.(L.)infantum 










Figura 12  –Filograma  de Nei-li dos isolados e cepas referência de Leishmania, a partir de 
eletroforeses de RAPD realizadas com três  iniciadores (A3, A9 e A10). Os isolados estão 
indicados de acordo com o número de entrada no Laboratório de Parasitologia Molecular (LPM) 
da UFPR. As cepas de referência: L.(L.)infantum MHOM/FR/71/LRM75 (L.i);  L.(L.)amazonensis 





5.2 PCR COM INICIADOR K26 
 
O grupo de referência no estudo de Leishmaniose de Montpellier coordenado pelo 
Dr Jean Pierre Dedet  desenvolveu um método molecular por RFLP/PCR do gene K26 
para discriminar zimodemas L.donovani e L.infantum (HARALAMBOUS et al., 2008) 
sendo possível separar várias linhagens de L.infantum do zimodema MON 1. O 
iniciador K26 é específico para complexo Leishmania donovani, não amplificando para 
outras espécies de Leishmania (Fig.13). Assim, mostrou-se um bom marcador para 
estudar os casos de leishmaniose visceral.  
Quando o DNA dos isolados de áreas endêmicas do Brasil foram amplificados 
com este marcador observou-se que estes apresentaram polimorfismo sendo que 10% 
apresentaram dupla banda, 15% apresentaram fragmentos com 1295pb, já 75% dos 
isolados e a cepa referência de L.infantum apresentaram fragmentos de 970pb, este 
polimorfismo se dá, porque a região K26 é altamente polimórfica (HARALAMBOUS et 




                                       
 
Figura 13.  PCR dos isolados com os iniciadores K26. 1: Leishmania (V.) braziliensis 
(MHOM/BR/00/LTB300); 2: Leishmania (L.) infantum (MHOM/FR/71/LRM75); 3: 
















              
Figura 14. Amplificação de fragmento gênico K26 por PCR dos isolados. Eletroforese em gel 
de agarose a 1,6% exemplificando as bandas obtidas. 1: Controle negativo; 2: CUR362; 3: 
CUR367; 4: CUR368; 5: CUR 392; 6: CUR391; 7: CUR240; 8: CUR363 ; 9: CUR372 ; 10: 
CUR210; 11: CUR268; 12: CUR189; 13: CUR211; 14: CUR269; 15: CUR369; 16:  Cepa 
referência de L.infantum. Marcador Molecular 1Kb. 
 
5.3 POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE 
RESTRIÇÃO – RFLP 
 
A caracterização das amostras foi pela presença ou ausência de bandas na qual 
considerou -se apenas as bandas mais fortes. Com a utilização da endonuclease de 
restrição Rsa1 foi detectado a presença de homogeneidade genotípica nas amostras 
proveniente de diferentes regiões endêmicas do país e a cepa referência de 
L.(L.)infantum MHOM/FR/71/LRM75.  
As vinte amostras estudadas apresentaram um mesmo perfil de bandas, mesmo as 
que apresentaram diferenças polimórficas para o gene K26, desta forma foi colocado 































Figura 15. Perfil das bandas obtidas após a  digestão com a endonuclease Rsa1 do 
produto de PCR do gene K26. 1: Cepa referência de L.infantum; 2: CUR 391; 3:CUR 376;  





Dentre os isolados amplificados para o gene K26, cinco amostras apresentaram 
padrões diferenciados de bandas em relação à cepa referência L.infantum: CUR362, 
CUR367, CUR368, CUR363 e CUR372 (Fig.16). Sendo assim, foram selecionados 
duas amostras, CUR362 e CUR372 polimórficas em relação à cepa referência e a 
amostra 268 semelhante a L.infantum. Os isolados foram sequenciados e comparados 
com cepas de L.infantum amplificadas para o gene K26 e, disponíveis Genbank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Observou-se que os isolados da Europa MHOM/78 e MHOM/1995 provenientes 
da França e MHOM/2001 provenientes da Grécia, foram agrupadas num mesmo clado, 
revelando maior proximidade genética quando comparadas com os isolados do Brasil. 
Isolados de L.infantum provenientes do Brasil, L.infantum/268 e L.infantum/372 
formaram um clado distinto das demais amostras, indicando maior distância genética 
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Figura 16. – Neighbor Joining do gene K26 de cepas da Europa: L.infantum 
MHOM/FR/1978 (França), L. infantum MHOM/GR/2001 (Grécia) e L.infantum 
MHOM/FR/1995 (França) e cepas do parasito isoladas de cães procedentes de diferentes regiões 
do Brasil: CUR362, CUR268 e CUR372.  L. donovani MHOM/SD/97 (Sudão) foi usada como 












































O parasitismo por Leishmania pode resultar em infecção assintomática ou 
diferentes formas clínicas da doença. A evolução da infecção para a doença dependeria 
de múltiplos fatores tais como, suscetibilidade do hospedeiro, características genéticas e 
estado nutricional. E por ser hospedeiro acidental do parasita, o homem tende a reagir 
mais intensamente a invasão do protozoário, caracterizando uma relação anômala e 
recente, em termos de evolução. Nos animais são frequentes as infecções inaparentes, 
caracterizando uma relação mais antiga (COURA, 2005).  
Dos humanos pesquisados tivemos sucesso no isolamento da cepa CUR375, de 
um indivíduo sem sintomatologia clínica que veio da região de Mato Grosso do Sul. 
Costa et al. (2002), também relatam que em humanos o parasito pode ter o mesmo 
comportamento que em cães, seus reservatórios, e que poderia também servir de fonte 
de infecção para o inseto vetor. É provável que em zona endêmica tenham mais casos 
similares a este observado e que deveriam ser levados em consideração para eventuais 
medidas de controle.  Haralambus et al., (2008) relatam que a soroprevalência em seres 
humanos de LV em assintomáticos e sintomáticos pode variar de 0,5% a 9,2% e de 
12,6% a 33,4%, respectivamente, e que, em cães os intervalos de soroprevalência entre 
assintomáticos e sintomáticos são de 10,8% a 24,4% e de 40% a 48,4%, 
respectivamente. Costa (2002) em estudo sorológico para demonstrar o número de 
portadores assintomáticos para LV, utilizando pessoas sem sinais clínicos e que tiveram 
recentemente alguém próximo ou cão com diagnóstico positivo para LV, verificou que 
das 108 amostras 71% eram reativas. Contudo, o número de casos assintomáticos é de 
difícil precisão uma vez que testes diagnósticos para detecção de casos humanos e 
caninos assintomáticos apresentam baixa concordância (FUNASA, 2002).  
Em nossos estudos foram encontrados animais e um indivíduo positivos, porém, 
assintomáticos o que serve de alerta, pois os mesmos podem servir de fonte de infecção 
para os flebotomíneos e disseminação da doença como já ressaltaram Alvar et al. 
(2004), desde que encontrem ecótopos e vetores específicos em outras regiões. Como 
não há controle de migração dos cães e não há exigência de exame para leishmaniose o 
transporte de animais de zona endêmica para zona indene provavelmente vem ajudando 







 Para a avaliação da variabilidade genética do parasito os iniciadores utilizados 
geraram perfis de bandas polimórficos para os diferentes isolados em relação à cepa 
referência de L. infantum podendo ser visualizado no fenograma construído com 
coeficiente de Jaccard (Fig. 10), Árvore não enraizada (Fig. 11) e Filograma  de Nei e Li‟s 
(Fig. 12).  
Kosman e Leonard (2005) citam que as diferenças no padrão de bandas surgem 
como mutações de um ancestral comum, enquanto diferenças dentro das populações 
pode refletir também outros fatores como efeito fundador e o fluxo gênico entre as 
populações. 
A análise fenética agrupou os isolados de Leishmania em dois ramos distintos, 
que correspondem aos subgêneros Leishmania e Viannia, similar aos resultados obtidos 
com isoenzimas por Thomaz- Soccol et al. (1993) a e b; Bañuls, et al. (1999).  
Em relação à variabilidade intra-específica dos isolados, foi possível verificar uma 
separação consistente relacionada à origem geográfica especialmente para as amostras 
provenientes de Minas Gerais e São Paulo que se unem em ramos próximos, como 
ocorre também com isolados da região Centro-Oeste.  
Toledo et al. (2002) separaram amostras de L.infantum em dois clusters, de acordo 
com a origem geográfica, em seus estudos com RAPD para polimorfismo genético de 
espécies simpátricas do gênero Phebotomus, tendo sido encontrado diferença entre 
espécies do Leste e a população do Oeste da Espanha.  
Alguns isolados do Mato Grosso do Sul estariam na base do fenograma podendo 
indicar o sentido da migração do parasito, após o recrudescimento da doença no país. 
No Mato Grosso do Sul houve uma grande epidemia de LV (ANTONIALLI et al.,2007) 
e o mesmo foi observado no Estado de São Paulo (TOLENZANO et al., 2003; NUNES 
et al., 2008). Ao analisar dados epidemiológicos ou ambientais que poderiam ter 
desencadeado tal surto epidêmico, observa-se que a construção do gasoduto Bolívia-
Brasil que passa por estes dois Estados (Fig.17a, 17b) alterou o ambiente, promovendo 
condições de dispersão do parasito. Em função disto, é possível sugerir a hipótese de 
migração recente do parasito e do recrudescimento de focos existentes nestas áreas por 












Figura 17b- Modificações ambientais observadas durante a construção do 
gasoduto. Fonte: arautodofuturo.wordpress.com/.../gasoduto-x-bau/ 
 
O perfil de restrição com a enzima RsaI evidenciou que todos isolados foram 
monomórficos, incluindo a cepa referência de L. (L.) infantum proveniente da França. 
Assim, observa-se que as amostras de várias regiões do Brasil e a cepa 
MHOM/FR/71/LRM75 da França, se encontram em um mesmo grupo como observado 
por Haralambus et al. (2008). Estes autores utilizaram o gene K26 e a enzima de 




entre as amostras, na qual as amostras da Espanha e Portugal se encontram no mesmo 
grupo. 
Pacheco et al. (1986) utilizando perfil de restrição do kDNA em estudo com 
amostras de Leishmania da Bahia e Rio de Janeiro, observaram distância genética entre 
amostras destes estados e entre cepas de L.infantum da França e L.donovani da Índia. 
Nabila et al. (2008) utilizando a mesma técnica identificaram 15 genótipos diferentes 
em quatro zimodemas analisado na Argélia. 
Lainson & Rangel (2005) afirmam que utilizando a técnicas moleculares de RFLP 
não observaram diferenças entre L.infantum e L.chagasi, como visto no presente 
trabalho e propõem então a separação taxonômica dos parasitos a nível subespecífico.  
A região K26 de L. infantum apresenta 64% de identidade a L. major. Para L. 
major o gene apresenta grande polimorfismo (McKEAN et al., 1997). Segundo estudos 
realizados por Haralambus et al., (2008) estes polimorfismos genéticos estão 
relacionados à origem geográfica dos isolados.  
  No presente estudo, a amplificação do gene K26 por PCR para os 20 isolados 
apresentou três perfis de bandas: um com peso molecular de 970 pb, outro com 1295 pb 
e um terceiro que apresentou banda dupla (970/1295 pb). Haralambus et al. (2008) 
verificaram que amostras de L. infantum proveniente da Europa apresentaram distintos 
perfis que variaram de 385 a 1300pb. Já os provenientes da África foram de fácil 
identificação pois os fragmentos de L. donovani  foram de 284pb e os de L.infantum   de 
385 a 430 pb. 
Para o sequenciamento foram escolhidas amostras que apresentaram os dois 
padrões de bandas entre 970pb e 1295pb. Os isolados com banda dupla não foram 
seqüenciados uma vez que as amostras, nas sucessivas amplificações ora saíam dupla 
banda ora com bandas de 970 pb ou ainda com 1295pb. Assim, para estas amostras foi 
escolhido sequenciar a banda de peso molecular de 1295pb por se apresentar mais forte 
e com maior frequência.  
Os produtos amplificados do gene K26 apresentaram 68% a 93% de consistência 
com as cepas da Europa, no qual as amostras 372, 268 e 362 apresentam-se em ramos 
distintos como no fenograma gerado com os resultados do RAPD (Fig.10).   
Os dados provenientes do sequenciamento confirmaram os resultados obtidos com 
a técnica de RAPD, tendo sido observado polimorfismo entre as amostras do parasito no 




Por ser considerada a mais grave entre as leishmanioses, com alta taxa de 
mortalidade, a LV desperta grande interesse entre os taxonomistas para desenvolver e 
utilizar métodos de tipagem na identificação das espécies, variabilidade genética e até 
novas cepas (MARZOCHI et al., 1999).  
A etiologia da leishmaniose visceral, na América do Sul é atribuída a Leishmania 
chagasi por Cunha & Chagas em 1937. Estudos realizados por Deane & Deane (1955), 
mostram que a doença em humanos é similar a que ocorre no Velho Mundo e que o 
reservatório são os cães. Devido a esta similaridade, na década de 80, vários trabalhos 
levantam a hipótese que o parasito poderia ser o mesmo (KILLICK-KENDRICK et al., 
1980; LAINSON et al., 1981; SANTORO et al., 1986; MORENO et al., 1986; 
MORENO, 1989).   
Estudos realizados por Lanotte et al. (1981), Maazoun et al. (1984) e Moreno et 
al. (1986) dão suporte à hipótese proposta por Killick-Kendrick et al. (1980) que 
L.chagasi teria uma origem afro-europeana recente. Com base no perfil isoenzimático 
de cepas do parasito isoladas no Novo e Velho Mundo Moreno et al. (1986) 
demonstram que o parasito é semelhante à L.infantum. Monem em 1987 afirma que 
Leishmania chagasi, do ponto de vista morfológico e bioquímico, é indistinguível de 
Leishmania infantum, agente causador do calazar no Mediterrâneo e em partes da África 
e Ásia.  
Contudo, outras hipóteses a respeito da verdadeira origem da L.chagasi, são 
propostas. Shaw e Lainson (1979) sugeriram que a leishmaniose visceral americana 
pudesse ser causada pelos dois parasitos L.chagasi e L.infantum, mesmo com a grande 
semelhança observada entre os parasitas do Velho e Novo Mundo. Lainson (1989) 
propõe que L. chagasi já existia nas Américas muito antes da colonização dos 
Portugueses e Espanhóis, uma vez que foram observadas diferenças nos perfis de 
restrição de kDNA e nas proteínas de superfície de suas promastigotas. Killick-
Kendrick et al. (1980), observaram que a grande distribuição geográfica da LV em tão 
curto espaço de tempo e a natureza benigna da infecção natural em Cerdocyon thous um 
canídeo originário da Amazônia, indicaria uma relação antiga do parasito com o 
hospedeiro  sugerindo que esta infecção já existiria sendo repassada aos cães ao longo 
do tempo, e por estes animais não serem adaptados, desenvolveriam a doença.  
A literatura disponível sobre variabilidade genética de L.chagasi e L.infantum são 
baseadas em análises isoenzimáticas (MORENO et al., 1986; SHAW et al., 1991; 




(McMAHON-PRATE & DAVID, 1981; Mc MAHON-PRATE et al., 1982; SHAW et 
al., 1987; 1989). Os estudos com DNA são mais recentes, tanto L. donovani quanto L. 
infantum vêm sendo estudados para melhor compreensão da origem e biogeografia 
deste complexo. Maurício et al. (2000) estudando as relações genotípicas dentro do 
complexo L. donovani através de RAPD e RFLP, demonstraram que L.infantum e 
L.chagasi são geneticamente indistinguíveis e formam um grupo monofilético dentro do 
complexo, contudo apenas três cepas de L.chagasi foram utilizadas a cepa 
MHOM/PA/78/WR285 proveniente do Panamá, MCAN/BR/89/DOG124 de cão e a 
MHOM/BR/74/PP75 de humano, provenientes do Brasil.  
Lukes et al. (2007) em análise genética multifatorial, com aproximadamente 1800 
caracteres para cada uma das 25 cepas geograficamente representativas das áreas na 
Europa, África e Ásia, mas não da América, onde ocorrem representantes do complexo 
L. donovani observaram que o genótipo é fortemente correlacionado com a origem 
geográfica. Haralambous e colaboradores em 2008 desenvolveram um método 
molecular por RFLP/PCR do gene K26 para discriminar zymodemas 
L.donovani/L.infantum e constataram que o método desenvolvido para tipagem 
molecular utilizando a PCR com o gene K26, não só tem um alto poder discriminatório, 
mas é capaz de identificar o DNA do parasita pertencente ao Complexo L.donovani 
diretamente de amostras clínicas. 
Em nosso estudo, constatamos a predominância de amostras geneticamente 
dissimilar, quando comparado com as cepas do Velho Mundo. Determinados isolados se 
agrupam com as de origem no Velho Mundo e outras ficam completamente isoladas. 
Assim, as técnicas de PCR-K26, RAPD e sequenciamento indicaram que existe 
variabilidade genética entre os isolados analisados, o que nos leva a corroborar com a 
hipótese de Shaw e Lainson (1979) que L.infantum e L.chagasi nas Américas poderiam 
ser simpátricas. Entretanto, é imprescindível que uma investigação mais ampla, 
envolvendo um número maior de amostras de outras regiões do Brasil e, principalmente 
do Velho Mundo, sejam analisadas seguindo a mesma metodologia, para que seja 



































1. A identificação dos 20 isolados de Leishmania de animais e humanos, 
pela técnica de PCR, com os iniciadores RV1/RV2 evidenciou 
similaridade com a cepa referência de L. infantum proveniente da 
França;  
2. A técnica de RAPD aplicada aos 20 isolados de Leishmania de 
diferentes regiões do Brasil mostrou alto grau de polimorfismo genético 
intra-específico em relação à cepa referência; 
3. A restrição de fragmentos (RFLP) do gene K26 com a endonuclease 
RsaI mostrou que os isolados são monomórficos; 
4. A técnica de PCR com iniciadores para o gene K26 mostrou três padrões 
de bandas com 970pb, 1295pb e 970/1295pb. 
5. O sequenciamento agrupou alguns isolados com L. infantum proveniente 
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